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1. Összefoglaló 
A Kárpát-medencére is kiterjedő egykori Paratethys-óceán elpárolgásából 
hatalmas sótömzsök keletkeztek a Miocén korban. Kárpátalja területén a 18. századtól 
számos híres sóbányát telepítettek. A beszivárgó felszíni vizek befullasztottak, később 
beomlasztottak több mélyen fekvő aknát, aminek következményeként 2010-ben 
bezárták az aknaszlatinai sóbányát. A sótest feletti kavicsrétegben áramló csapadék és 
magas állású Tisza vize folyamatosan oldja a sótömzsöt, ami különböző típusú dolinák 
képződéséhez vezet. Ezek idővel vízzel telítődnek és ha a sóréteggel érintkeznek, sós 
tavakká alakulhatnak. Az általam vizsgált aknaszlatinai tavakban a sókoncentráció 2 és 
253,5 ppt között változik. Korukat tekintve a legidősebb tó közel 100, a legfiatalabb 
kevesebb, mint 2 éves, fejlődésük napjainkban is tart. Sokféleségükből adódóan ezek a 
tavak „természetes laboratóriumként” szolgálhatnak a tavi szukcesszió vizsgálatához. 
Több tó antropogén hatásoknak is ki van téve.  
TDK munkám során tenyésztéses és molekuláris ujjlenyomat módszereket 
alkalmaztam a sóbányák helyén található tavakból gyűjtött víz- és üledékminták eddig 
még nem vizsgált baktériumközösségének feltárására és összehasonlítására. Az 
összesen 11 helyről származó víz- és üledékminták bakteriális diverzitását denaturáló 
gradiens gél elektroforézis mintázatuk alapján hasonlítottam össze. A tengervizes 
táptalajról nyert közel 150 izolátum 16S rRNS gén alapú azonosítása során az 
Actinobacteria (Arthrobacter, Knoellia, Rhodobacter), Bacteroidetes (Arenibacter), 
Firmicutes (Bacillus, Exiguobacterium, Fictibacillus, Planococcus) és Proteobacteria 
(Acinetobacter, Bowmanella, Idiomarona, Marinobacter, Parapusillimonas, 
Pseudomonas, Pseudoalteromonas, Proteus, Vibrio) törzsekbe tartozó, az irodalomban 
eltérő sótoleranciával jellemzett fajokat találtam, melyek jól mutatják a változatos 
sókoncentrációjú élőhelyekhez való adaptációt. 
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2. Irodalmi áttekintés 
2.1. Az aknaszlatinai sókarszt bemutatása 
A karszt olyan táj, mely nagyon jól oldódó, tördelt, porózus kőzeten (pl. mészkő, 
márvány, gipsz, só) alakul ki, ezért jellegzetes felszín alatti és felszíni formákkal (pl. 
barlangok, víznyelők, karrmezők, források) és kiterjedt földalatti vízrendszerrel 
rendelkezik (FORD, D.‒WILLIAMS, P. 2007). A jéggel nem borított földfelszín jelentős 
hányada alatt karbonátos karszt húzódik, de az evaporit kőzetek, köztük a sókőzetek is, 
a szárazföld kb. 25%-a alatt megtalálhatók (1. ábra). Így ezeken a kőzeteken is számos 
helyen kialakulnak karsztok, habár ritkábban bukkannak a felszínre. A jól oldódó 
sókarsztok ugyanis általában kevésbé szolubilis vagy oldhatatlan rétegek alatt rejlenek, 
de a beszivárgó víz nagy mélységekben is képes kimosni azokat (FORD, D.‒
WILLIAMS, P. 2007). A rétegek közti karsztosodáskor a még NaCl-dal nem telített víz 
valamilyen hajtóerő segítségével átáramlik a kősón, majd az oldat el is távozik 
(JOHNSON, K. S. 2008). A jelenség sokszor a felszín vagy a felső rétegek 
berogyásával, esetenként összeomlásával jár. A sókőzet tengervíz vagy tavak részleges 
vagy teljes bepárlásával alakul ki, és egyéb kőzetekben (pl. karbonátokban) elszórtan, 
egyes kőzetrétegek között vékony sávban vagy hatalmas tömbökben fordul elő (FORD, 
D.‒WILLIAMS, P. 2007). 
 
1. ábra. Evaporit kőzetek eloszlása a Földön, a sókőzet feketével jelölve. 
(FORD, D.‒WILLIAMS, P. 2007. nyomán, magyar felirattal) 
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Aknaszlatina (ukránul Solotvyno) a Tisza partján fekvő település Kárpátalján, az 
ukrán-román határ közelében. A város alatt egy 2,4 km hosszú, 1,3 km széles és több 
mint 600 m vastag sótest fekszik. A kősó réteg a Középső-Paratethys óceán párolgása 
után keletkezett a miocén korban. A földkéreg gyűrődései során a sókőzet a felszín 
közelébe került, de pár méter vastag agyagos, kavicsos üledékréteg borította (MÓGA J. 
et al. 2015). 
A sót, amelynek a város a hírnevét köszönheti, évszázadokon át külszíni vagy 
mélyművelési módszerekkel termelték ki. A 18. század technikai fejlődése tette 
lehetővé a mélyebben fekvő só kinyerését. 1778-tól a 21. századig 10 bányát hoztak 
létre. Az idők folyamán a bányák sorra teltek meg vízzel, míg végül 2010-ben az utolsó 
működő bányákban is teljesen felhagytak a bányászattal a katasztrófahelyzet miatt. 
A bányák befulladásának oka az, hogy a magasan álló Tisza és a csapadék vize 
egy nyugat felé lejtő kavicsrétegben áramlik, folyamatosan oldva a fejtés miatt csupasz 
vagy alig fedett sótömzsöt (SCHMIDT E. 1941). Megfelelő vízelvezetés hiányában az 
erózió által statikailag meggyengített aknák beomlanak és szakadékdolinákat hoznak 
létre. Lezökkenéses dolinák létrejöhetnek csak az üledékrétegben is, ha annak 
szerkezete összeálló, például agyagos. Kevésbé tömör üledékrétegben utánsüllyedéses 
dolinák keletkeznek anyaghiány esetén. Ezek oldalfala az előbbiekkel ellentétben 
azonban nem meredek, alakjuk inkább tálra emlékeztet (MÓGA J. et al. 2015). 
Kutatásom lehetséges mintavételi helyszíneit is megszabta a szakadékos és 
lezökkenéses töbrök balesetveszélyes pereme. A képződési folyamatok általában 
évszázadok alatt játszódnak le, azonban az emberi tevékenység ezt az időt akár hetekre, 
napokra lerövidítheti (MÓGA J. et al. 2015). 
A kialakult dolinák víznyelőkként felfoghatják a csapadékot, és tavakká 
alakulhatnak. A legnagyobb szakadékdolina a Ferenc-bánya beomlásával jött létre: 
területe 34000 m2, mélysége 30 m. A fenekén egy több mint 9000 m2 nagyságú, tömény 
sóstó található. Előfordul viszont, hogy a lezökkenéses és utánsüllyedéses dolinák nem 
érintkeznek közvetlenül a sóréteggel, ezért az itt kialakuló tavak kevésbé vagy 
egyáltalán nem sósak. Erre példa a 2006-ban pár óra alatt keletkezett lezökkenéses 
töbör, a ma 70 m átmérőjű Fekete-mocsár (MÓGA J. et al. 2015). 
A dolinák és a tavak természetes és antropogén hatásokra gyorsan változnak. 
Tavas dolinák keletkezése napjainkban is zajlik. Korábban folytak tereprendezések, 
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azonban az elhanyagolt és bezárt bányaterületen ma már nem történik érdemi 
állagmegóvás. A Faluszlatina határában lévő Új Lajos-bánya szakadékdolináinak 
keletkezése, tágulása és egybenyílása a falu épületeit is veszélyezteti. Az egyik itteni 
szakadéktöbörbe pedig a város egy részének szennyvizét is beleengedik (MÓGA J. et 
al. 2015). 
Az épen maradt aknákat és a sós tavakat gyógyászati célokra is használják. A 
helyi gyógyturizmus a szanatóriumra és a fürdőkre épül. Ezek közül a legismertebb a 
Kunigunda-tó. Az akár 146-200 g/l sókoncentrációjú sós tavak vizének és iszapjának 
hasonló gyógyhatást tulajdonítanak, mint a Holt-tengernek (BERGHAUER S. 2012).  
A sókarszton változatos formakincs alakult ki az oldódás hatására. Dolinákon 
kívül találhatunk barázdás karrmezőket, a telített sós víz felszínén úszó kérges sóréteget, 
szalmacseppköveket, valamint a párából kiváló mikro- és makrokristályos sókérget 
(MÓGA J. et al. 2015). 
2.2. Halofil és halotoleráns mikroorganizmusok jellemzői és jelentőségük 
A vizek szalinitását jellemezhetjük a fajlagos elektromos vezetőképességgel 
(konduktanciával) és az össz-sótartalommal. Az édesvizek sókoncentrációja kevesebb, 
mint 0,5 ‰. A szárazföldi vizeket 0,5 és 3‰ közötti érték esetén szubszalinikus 
vizeknek, e fölött sós vizeknek nevezzük. Ezen belül megkülönböztetünk hiposzalinikus 
(3-20‰), mezoszalinikus (20-50‰) és hiperszalinikus (>50‰) kategóriákat 
(HAMMER, U. T. 1986). 
Az eltérő sókoncentrációjú természetes vagy mesterséges sós vizes élőhelyekhez 
az ott élő mikroorganizmusok is változatos sótoleranciával alkalmazkodtak. A magas 
sókoncentrációhoz való adaptáció az élet mindhárom doménjében megjelent. A 
mikroorganizmusok sóigény és sótolerancia alapú csoportosítására Kushner, D. J. 
(1978) a NaCl koncentráció függvényében mutatott optimális növekedés mértékét 
választotta. E szerint extrém halofil mikroorganizmusok számára 15-30% (2,5-5,2 M), 
mérsékelten halofileknek 3-15% (0,5-2,5 M), enyhén halofileknek 1-3% (0,2-0,5 M) 
sókoncentráció az optimális. Halotoleránsoknak nevezzük azokat a szervezeteket, 
melyek ugyan nem igénylik, de képesek tolerálni a magas sókoncentrációkat is. A 
prokarióta élet határát vízaktivitásban is kifejezhetjük, tehát, hogy legalább mennyi 
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szabad, nem kötött, elérhető vízre van szüksége egy prokariótának. JAVOR, B (1989) 
szerint ez az extrém halofilek esetében ez kb. 0,7. 
Mivel a halofil mikroorganizmusok számos eltérő adottságú élőhelyen 
megtalálhatóak, emiatt anyagcseréjük is rendkívül változatos. Az élet fenntartása 
azonban magas sókoncentráción költséges, ezért az egyes anyagcseretípusoknak felső, 
energetikai határai vannak (pl. 100-150 g/l sókoncentráció felett nincs autotróf 
nitrifikáció, metanogenezis H2 és CO2, illetve acetát kiindulási anyagokból, stb.) 
(OREN, A. 2011). Más anyagcseretípusok esetében bizonyos sókoncentrációk felett a 
diverzitás drámaian lecsökken, és csak pár, jellegzetes taxon képviselteti magát. Például 
az oxigéntermelő fototróf fitoplanktont 100-150 g/l NaCl-koncentráció felett 
cianobaktériumok és zöldalgák alkotják, míg 200 g/l felett csak zöldalgák. Váltás 
történik a heterotróf közösségekben is, hiszen 200-250 g/l sókoncentráció alatt a 
Bacteria domén a legjellemzőbb, e felett, a legmagasabb sókoncentrációknál már csak 
két taxon dominál: a Halobacteriaceae (Archaea) és Salinibacter (Bacteria) (OREN, A. 
2011). 
A legnagyobb kihívást a sós élőhelyeken a prokarióták esetében a sejt turgorának 
a fenntartása jelenti, azaz a citoplazma ozmotikus nyomását ki kell egyenlíteniük vagy 
meg kell növelniük a külső környezettel szemben. Az ozmotikus stabilitás fenntartására 
általában kétféle stratégiát alkalmaznak a prokarióták, melyekben közös vonás, hogy 
antiporter pumpákkal minél több Na+-iont próbálnak eltávolítani a sejtjeikből. Az egyik 
stratégiát alkalmazó prokarióták a Na+-ionok helyett K+-ionokat halmoznak fel 
sejtjeikben. Ennek következtében teljes proteomjuk adaptálódott a citoplazma magas 
KCl koncentrációjához. Ez egy viszonylag költséghatékony megoldás, ugyanakkor 
kevésbé tudnak alkalmazkodni az ingadozó sókoncentrációhoz, ezért ezek a szervezetek 
általában obligát, extrém halofilek. A másik stratégia jóval elterjedtebb, főként a halofil 
és halotoleráns mikroorganizmusok körében. Kicsi, neutrális, szerves anyagok (pl. 
glicerol) szintetizálásával növelik meg sejtjeikben az ozmotikus nyomást. E vegyületek 
előállítása ugyan energia igényes, de a koncentrációjuk szabályozásával széles 
sótolerancia tartományban tudnak létezni (OREN, A. 2011). A só tolerálásában fontos 
szerepe van még a vastag sejtfalnak, a különféle karotinoidoknak, melyek a 
sejtmembrán rigiditását növelik, és a retinal-fehérjéknek, amik ionpumpaként 
működnek (pl. bakterio- és halorodopszin) (OREN, A. 2003). 
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A biotechnológia és az ipar számára a halofil mikroorganizmusok által termelt 
antioxidánsok, színes vegyületek, ozmotikus stabilizátorok és kis vízaktivitáson is 
működő enzimek nagy potenciált jelentenek. A tudománynak a sókristályokba záródott 
mikroorganizmusok a korai földtörténeti időszakokról árulkodnak, másfelől ‒ a többi 
extremofil szervezettel egyetemben ‒ az élet határainak megismerését és a Földön kívüli 
élet lehetőségének felmérését is szolgálják. 
2.3. Kárpát-medencei sós tavak prokarióta közösségeinek diverzitása 
A vizek szalinitását jellemezhetjük a fajlagos elektromos vezetőképességgel 
(konduktanciával) és az össz-sótartalommal. Az édesvizek sókoncentrációja kevesebb, 
mint 0,5 ‰. A szárazföldi vizeket 0,5 és 3‰ közötti érték esetén szubszalinikus 
vizeknek, e fölött sós vizeknek nevezzük. Ezen belül megkülönböztetünk hiposzalinikus 
(3-20‰), mezoszalinikus (20-50‰) és hiperszalinikus (>50‰) kategóriákat 
(HAMMER, U. T. 1986). 
A romániai Vízakna (Ocna Sibiului, Szeben megye), Torda (Turda, Kolozs 
megye) és Szováta (Sovata, Maros megye) környéki sós tavak az aknaszlatinaiakhoz 
hasonlóan sókarsztokon jöttek létre. A tavak nagy szalinitásáért felelős sókarsztok 
szintén a miocén földtörténeti korban alakultak ki. A sóbányászat itt akár több száz éves 
múltra tekint vissza. A sós tavak kialakulását és fejlődését az aknaszlatinaiakhoz 
hasonló természeti jelenségek és antropogén hatások befolyásolták. 
Szováta az erdélyi Sóvidék egyik híres bányászvárosa, ahol napjainkban is 
virágzik a fürdőélet. Leghíresebb sós tavai a Medve-tó (Lacul Ursu), a Vörös-tó (Lacul 
Roşu), a Zöld-tó (Lacul Verde), a Mogyorósi-tó (Lacul Aluniş) és a Rigó-tó (Lacul 
Mierlei). 
A Medve-tó a szovátai karsztmezőn kialakult heliotermikus és meromiktikus tó. 
Felső kb. 10 cm-es vízrétegében alacsony sókoncetráció (15-54 g/l) jellemző, ez 3 m 
mélységig fokozatosan emelkedik kb. 300 g/l-ig, ennél mélyebben állandóvá válik ez az 
érték. MÁTHÉ, I. et al. (2014) a tó vertikális rétegzettségének (szalinitás, oldott O2, 
redoxpotenciál) tükrében vizsgálták a tó baktériumközösségét. A tenyésztésbe vont 
törzsek 90%-a a Gammaproteobacteria osztályba tartozott. Emellett az 
Alphaproteobacteria osztály és a Firmicutes törzs képviseltette magát. A kitenyészett 
törzsek kétharmadát a halofil Halomonas nemzetség tagjaként (30%) és az Idiomarina 
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loihiensis fajként (30%) azonosították. Széles sótoleranciájuknak (0-20%) köszönhetően 
a tó teljes vertikális szelvényéből izolálták ezeket a baktériumokat. Ezen kívül a további 
halotoleráns vagy halofil nemzetségek képviselőit azonosították: Pseudoalteromonas, 
Idiomarina, Vibrio, Marinobacter, Thalassospira, Roseovarius, Bacillus és 
Staphylococcus. A Chlorobi, Bacteroidetes törzsek és a Deltaproteobacteria, Clostridia 
osztályok képviselőinek jelenlétét molekuláris biológiai vizsgálattal (DGGE) sikerült 
detektálni. A molekuláris ujjlenyomat mintázatok alapján a különböző mélységben élő 
mikrobaközösségek összetétele jelentősen eltért egymástól. A legnagyobb genetikai 
diverzitást a legkevésbé sós 1 m-es mélységből mutatták ki. Később más, nagyobb 
felbontású molekuláris biológiai vizsgálatokkal (real-time PCR) összesen 20 
filogenetikai törzs képviselőit mutatták ki a tóból (ANDREI, A. S. et al. 2015). 
A közeli Vörös-tóból kapott eredmények összecsengenek a Medve-tóéval. A 
Vörös-tó vizéből kitenyésztett baktériumok között BORSODI, A. et al. (2010, 2013) is 
a Halomonas nemzetség dominanciáját mutatta ki. Habár a tó vizéből és üledékéből 
főként mérsékelten halofil baktériumokat vontak tenyésztésbe (a tó NaCl koncentrációja 
max. 21 g/l volt), itt is megjelentek a sósabb Medve-tóra jellemző nemzetségek. A 
Vörös-tó üledékéből a Bacillus és Halobacillus nemzetség tagjait izolálták a 
leggyakrabban. A klóntár vizsgálata megerősítette a Halomonas nemzetség 
dominanciáját, és felfedte az addig tenyésztéssel nem kimutatott Bacteroidetes fajok 
magas abundanciáját. A Vörös-tóra legjellemzőbb halofil nemzetségek a következők 
voltak: Halomonas, Marinobacter, Bacillus, Halobacillus, Salinivibrio, 
Exiguobacterium, Planococcus, Nesterenkonia, Salicola, Aurantimonas. 
A Rigó-tó esetében, bár ez az egyetlen a szovátai sós tavak között, aminek a vize 
nem áll kapcsolatban a többivel, lényegében az előzőkkel megegyező eredményeket 
kaptak CROGNALE, S. et al.(2013). A tenyésztésbe vont baktériumtörzsek döntő 
többsége a Gammaproteobacteria, azon belül is Halomonas nemzetségbe nyert 
besorolást. Ezen kívül csak a Firmicutes törzs tagjait azonosították. A tenyésztés ugyan 
nagyon kis taxonómiai diverzitást tárt fel, de elmondható, hogy azonosítottak a másik 
két tóban (Medve- és Vörös- tóban) is gyakori baktérium nemzetségeket (pl. 
Halomonas, Marinobacter és Bacillus), továbbá a Rigó-tóból származó izolátumok 
között csak erre az élőhelyre jellemző taxonokat (pl. Idiomarina loihiensis, 
Pseudoalteromonas sp., Salinivibrio costicola, Halomonas titanicae, Staphylococcus 
epidermidis). 
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A romániai Tordán található sóbányákból származó minták baktériumközössége 
alacsony enzimatikus (foszfatáz, kataláz és dehidrogenáz) aktivitással volt jellemezhető. 
A tenyésztésbe vont izolátumokat a Paenibacillus, a Virgibacillus, a Bacillus, a 
Massilia, a Burkholderia, és az Aquifex nemzetségek képviselőiként azonosították, 
melyek változatos ökofiziológiai (pl. pszichrotoleráns, termofil, halotoleráns, halofil) 
csoportokba tartoztak (CARPA, R. et al. 2014). 
Az Archaea domén tekintetében a fent említett tavak esetében a Bacteria 
doménhez képest sokkal kisebb taxonómiai diverzitást tártak fel. Tenyésztéses 
vizsgálatokkal tordai és slǎnici (Slǎnic, Prahova megye, Románia) sós tavakból is csak a 
Halobacteriaceae család tagjait azonosították (BARICZ, A. et al. 2014, 2015; 
ENACHE, M. et al 2008). A Vörös-tó Archaea közösségének klóntár elemzése szintén 
csak a Halobacteriaceae család képviselőinek a jelenlétét igazolta (BORSODI, A. et al. 
2013). A Medve-tó Archaea-specifikus DGGE profiljából kivágott domináns csíkok 
azonban részletesebb képet adtak a tó Archaea közösségéről: Halobacteria és 
Archaeoglobi osztályokba tartozó fajok jelenétére mutattak rá (MÁTHÉ, I. et al. 2014). 
Vízakna (Ocna Sibiului, Szeben megye), Torda (Turda, Kolozs megye), Kolozs 
(Cojocna, Kolozs megye), Szék (Sic, Kolozs megye) és Désakna (Ocna Dej, Kolozs 
megye) sós tavaiban, melyeknek NaCl koncentrációja 22 g/l és 212 g/l változik, a tavak 
primer produkciójában meghatározó jelentőségű pikofitoplankton kutatása az utóbbi 
években egyre nagyobb lendületet vett (KERESZTES, Z. G. et al. 2012). Az európai sós 
tavak között először mutatták ki az addig tengeri élőhelyekről leírt Picochlorum 
(Chlorophyta) és Synechococcus (Cyanobacteria) nemzetségek képviselőit. Egy másik 
vizsgálat szerint a legtöbb sós tó fitoplankton közösségében a pikofitoplankton 
dominált, aminek sejtszáma a 106 nagyságrendet is elérte ml-enként (SOMOGYI, B. et 
al. 2014). Továbbá éles váltást találtak a közösséget alkotó pikocianobaktériumok és 
pikoeukarióták között a sókoncentráció különbségek alapján. A pikocianobaktériumok 
maximális abundanciáját 5% sókoncentráción figyelték meg, e felett az érték felett 
számuk folyamatosan csökkent, míg a pikoeukarióták 5-11% szalinitás értéknél 
fordultak elő a legnagyobb számban, de a 19%-os sókoncentrációt is tolerálták. Az 
ennél sósabb vízrétegekben már egyik csoport jelenlétét sem tudták detektálni. 
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3. Célkitűzések 
Jelen TDK dolgozat célja az aknaszlatinai sókarszton képződött, eltérő szalinitású 
tavak baktériumközösségeinek feltárása volt tenyésztésen alapuló és egy tenyésztéstől 
független, molekuláris biológiai ujjlenyomat módszerrel. 
Az általam alkalmazott molekuláris biológiai módszerek - a baktériumtörzsek 
azonosítása, a baktériumközösségek szerkezetének molekuláris ujjlenyomata (DGGE) - 
a 16S rRNS gén vizsgálatán alapultak. A különböző sókoncentrációjú mintavételi 
helyekről nyert eredményeimet egymással és más hasonló környezetek 
baktériumközösségével is összehasonlítottam. 
4. Anyagok és módszerek 
4.1 Mintavétel 
A mintavételre 2016. július 2. és 8. között került sor egy nyári terepgyakorlat 
során. Az aknaszlatinai sókarszton összesen 11 különböző helyszínen gyűjtött (2. ábra; 
1. táblázat) víz- és üledékmintát steril üvegekbe, illetve 50 ml-es Falcon csövekbe 
vették. A mintákat a laboratóriumi feldolgozásig, 2016. július 11-ig, hűtve (4-8°C 
között) tárolták. 
 
2. ábra. A mintavételi helyek az egykori aknaszlatinai sóbánya környékén. 
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3. ábra. A legsósabb (10. Kunigunda strand) és az egyik legkevésbé sós (7. agyagos 
pocsolya) mintavételi helyszín. 
A mintavételi helyek kijelölésekor a minél inkább eltérő vizes élőhelyek (3. ábra) 
kiválasztására törekedtünk, és figyelembe vettük a mintavételi helyek biztonságos 
megközelíthetőségét is. A mintázott helyek között található hiperszalinikus fürdő (pl. a 
10-es jelzésű), eltérő méretű (pl. 6., 11.), korú (pl. 4., 10.), hasznosítású (pl. 6., 10.) tó, 
valamint a sórétegtől agyagos borítással elzárt pocsolya (pl. 7., 8., 9.). 
A tavak vízhőmérséklete a mintavétel idején 24,5 és 29,1°C között változott. A 
tavakra jellemző vízkémiai tulajdonságokat (1. táblázat) a sókoncentráció kivételével 
(helyszíni mérés) Dr. Jurecska Laura határozta meg. A mintavételi helyszínek 8 
paraméteren alapuló (pH, só koncentráció, fajlagos elektromos vezetőképesség, NH4
+-, 
NO3
--, SO4
2--, Cl--koncentráció és kémiai oxigénigény) klaszteranalízisét a Past 3.14 
szoftverrel végeztem (HAMMER, Ø.‒HARPER, D. A. T.‒RYAN, P. D. 2001). A Bray-
Curtis függvény (BRAY, J. R.‒Curtis, J. T. 1957) segítségével kiszámolt 
hasonlóságokat UPGMA módszerrel szerkesztett dendrogramon tüntettem fel 
(SMALLA, K. et al. 2007). 
 
1. táblázat. Az aknaszlatinai vízminták fizikai-kémiai paraméterei 
(KOI: kémiai oxigénigény). 
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4.2. Tenyésztéses vizsgálatok 
Mind a víz-, mind az üledékmintákból való tenyésztéshez Sea Water tápagart 
(DSMZ 246) használtam, melynek pH-ját 8-ra állítottam be (2. táblázat). 
Húskivonat 10,0 g 
Pepton 10,0 g 
Agar 20,0 g 
Desztillált víz 250,0 ml 
Tengervíz 750 ml 
1 l mesterséges tengervíz összetétele: 
NaCl 28,13 g 
KCl 0,77 g 
CaCl2 ∙ 2 H2O 1,60 g 
MgCl2 ∙ H2O 4,80 g 
NaHCO3 0,11 g 
MgSO4 ∙ 7 H2O 3,50 g 
Desztillált víz 1000 ml 
2. táblázat. A Sea Water tápagar (DSMZ 246) összetétele. 
Az üledékminták 1-1 grammját 99 ml steril vízben vortex segítségével 
elkevertem, majd a szuszpenzióból 4 tagú, 10-es léptékű hígítási sort készítettem steril 
víz felhasználásával. A vízminták esetében az előzőleg vortex segítségével felkevert 
mintákból 1 ml-t mértem 9 ml steril vízbe, majd 3 tagú, 10-es léptékű hígítási sort 
készítettem. A hígítási sorok egyes tagjaiból, illetve a vízmintákból 100-100 μl-nyi 
mennyiséget szélesztettem a táptalajra. 
A csíraszámbecslést 1 hét 28°C-on való inkubációt követően végeztem. 
Számításba csak azokat a lemezeket vettem, melyeken a telepek száma 30 és 300 közé 
esett. Ezután az eltérő morfológiájú telepeket izoláltam. 
4.3. Közösségi DNS izolálás és denaturáló gradiens gélelektroforézis (DGGE) 
A víz- és üledékminták közösségi DNS-ét a MO BIO Laboratories által gyártott 
PowerSoil DNA Isolation Kit segítségével izoláltam a protokollnak megfelelően. A 
vízmintákból 3-3 dl-t szűrtem át steril, 0,2 μm pórusátmérőjű membránfilteren, amit 
steril eszközökkel felaprítottam, és a DNS izolálást a rajta fennmaradt biomasszából, 
míg az üledékminták esetében, a minta belsejéből vett spatulányi, kb. 0,5 g-nyi 
üledékből végeztem. 
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A különböző baktériumközösségek molekuláris ujjlenyomatának vizsgálatára a 
DGGE módszert választottam, amely egyforma hosszúságú, duplaszálú DNS 
fragmentumok elválasztására szolgál azok eltérő bázisösszetétele alapján. Az 
egyenletesen növekvő koncentrációjú denaturáló ágensek (urea és formamid) felbontják 
a kettősszálú DNS hidrogénkötéseit. Az így denaturált DNS fragmentumok kevésbé 
képesek az akrilamid gélben haladni az elektromos erőtér hatására. Minél több hármas 
hidrogénkötéssel rendelkező GC bázispárt tartalmaz a DNS szakasz, annál nagyobb 
koncentráción denaturálódik, lassul le és áll meg a mozgása. 
A DGGE-hez felhasznált 16S rRNS gén PCR-terméket egy semi-nested PCR 
(Polymerase Chain Reaction, polimeráz-láncreakció) során hoztam létre a specificitás 
növelése érdekében. Első lépésként a minták közösségi DNS-ének a csaknem teljes 16S 
rRNS-t kódoló génjét PCR során (3. és 4. táblázat) az alábbi Bacteria specifikus 
primerpárral szaporítottam fel: 27F (5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) 
(LANE D. J. 1991) és 1401R (5’-CGG TGT GTA CAA GAC CC-3’) (NÜBEL, U. et 
al. 1996). A semi-nested PCR második lépésében az előbbi 27F primer egy GC-kapcsos 
változatát és egy új primert használtam: 27F GC (5’-GC clamp-C AGA GTT TGA TCC 
TGG CTC AG-3’) és 519R (5’-GTN TTA CNG CGG CKG CTG-3’) (MUYZER, G.‒
DE WAAL, E. C.‒UITTERLINDEN, A. G. 1993). Ezáltal körülbelül 500 bázispár 
méretű termékek keletkeztek, amikben a GC-kapocs megakadályozza a duplaszálú 
amplikonok teljes disszociációját a DGGE során. 
Primer denaturáció 95°C 5:00 perc 
Denaturáció 94°C 0:30 perc 
Anneláció 52°C 0:45 perc 
Extenzió 72°C 1:00 perc 
Végső extenzió 72°C 10:00 perc 
3. táblázat. A PCR hőprofilja (32 ciklus). 
Taq polimeráz puffer (0,2 mM) 2,5 μl 
MgCl2 (2 mM) 2 μl 
Forward primer (0,65 mM) 0,25 μl 
Reverz primer (0,65 mM) 0,25 μl 
dNTP (200-200 mM) 5 μl 
dH2O 14 μl 
Taq DNS polimeráz (1U) 0,5 μl 
DNS templát 0,5 μl 
4. táblázat. A PCR premix egy mintára vonatkoztatott összetétele, 25 μl térfogatra. 
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A 7%-os poliakrilamid gélben 40-60% közötti denaturáló gradienst választottam. 
A gélelektroforézis INGENY phorU-2 típusú rendszerben, 1X TAE pufferben, 60°C-on, 
100 V feszültségen és 13,5 órán át zajlott. A csíkokat etídium-bromid festéssel és UV-
fénnyel tettem láthatóvá. 
A DGGE kiértékeléséhez a TotalLab v. 2006 (Nonlinear Dynamics Inc., 
Newcastle upon Tyne, UK) szoftvert használtam. A különböző mintákra jellemző 
molekuláris ujjlenyomatokat UPGMA módszerrel (SMALLA, K. et al. 2007) 
szerkesztett dendrogramon hasonlítottam össze. 
4.4. Tiszta tenyészetek azonosítása 
Az izolátumokból üveggyöngyös-sejtmalmos módszerrel vontam ki DNS-t. Ehhez 
1 spatulányi steril üveggyöngyöt tartalmazó 100 μl-nyi steril vízbe egy oltókacsnyi 
baktériumot tettem, majd a sejteket sejtmalomban, 2 perig, 30 Hz-es frekvencián 
rázatva tártam fel. Ezután a bakteriális DNS-t 99°C-on 5 percig denaturáltam.  
A PCR során (3. és 4. táblázat) az izolátumok DNS-ének a csaknem teljes 16S 
rRNS-t kódoló génjét az alábbi Bacteria specifikus primerpárral szaporítottam fel: 27F 
(5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) (LANE D. J. 1991) és 1401R (5’-CGG 
TGT GTA CAA GAC CC-3’) (NÜBEL, U. et al. 1996). 
A PCR termékek jelenlétét 1%-os (1 g agar, 100 ml TBE puffer, 3 μl ECO Safe 
Nucleic Acid Staining Solution DNS festék) agaróz gélben gélelektroforézissel 
mutattam ki. 
A szekvenciák csoportosítását ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction 
Analysis, amplifikált riboszómális DNS restrikciós analízis) módszerrel végeztem 
(MASSOL-DEYA, A. A. et al. 1995). 10 μl PCR-terméket 10 μl BsuRI, illetve 10 μl 
Hin6I restrikciós enzimmel emésztettem. Az enzimek különböző felismerőhellyel 
rendelkeznek (3′-G^CGC-5′ és 3′-GG^CC-5′), emiatt hasításukkal különböző 
hosszúságú fragmentumok keletkeznek. Az emésztett termékeket 2%-os agaróz gélben, 
80 V-on, 80 percen át futtattam. Az azonos emésztési mintázatot mutató szekvenciákat 
egy ARDRA csoportba soroltam, közülük egy-egy reprezentáns törzs DNS-e került 
szekvenálásra. 
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A DNS szekvenciák bázissorendjének meghatározását az LGC Ltd. végezte Sanger-
módszerrel. A kromatogramokat Chromas (Technelysium Pty Ltd., Ausztrália) 
szoftverrel ellenőriztem. A 16S rRNS gén szekvenciák identifikációjához az EzTaxon 
adatbázist használtam. A filogenetikai kapcsolatok ábrázolására a MEGA7 szoftverrel 
(KUMAR, S.‒STECHER, G.‒TAMURA, K. 2016) készítettem dendrogramot 
neighbour-joining módszerrel (SAITOU, N.‒NEI, M. 1987). Filogenezis tesztre 
bootstrap tesztet (500 replikáció) (FELSENSTEIN, J. 1985), szubsztitúciós modellnek 
Kimura 2-paraméter módszert (KIMURA, M. 1980) használtam. 
5. Eredmények és megvitatásuk 
5.1. A vízkémiai paraméterek statisztikai elemzésének eredményei 
A mintavételi helyszínek összehasonlítására egy 8 vízkémiai paraméteren alapuló 
UPGMA dendrogramot szerkesztettem (4. ábra), melyen jól látható, hogy a mintavételi 
helyek 50%-os hasonlóság felett 3 csoportba különültek szét. 
A 10. mintavételi hely vált el a legélesebben a többitől. Ez azzal magyarázható, 
hogy a Kunigunda-strand vize a többi tóhoz képest kiugróan sós (25,35% só 
koncentráció, 218 mS/cm fajlagos elektromos vezetőképesség, 99g/l Cl--koncentráció), 
kémiai oxigénigénye (KOI) és NH4
+-koncentrációja a legmagasabb, valamint 
legalacsonyabb a pH-értéke. 
Az agyagos aljú időszakos vizek (7., 8., 9.) is külön csoportot alkottak, közel 
azonos, de nagyon alacsony sókoncentrációjuk alapján. A pH, a NO3
-, a SO4
2--, a Cl--
koncentráció, valamint a KOI tekintetében is hasonló értékekkel voltak jellemezhetők. 
Csak ezeken a mintavételi helyeken mértek a Kunigunda-strandéhoz (10.) hasonlóan 
magas szulfát-koncentráció értékeket. 
A harmadik elkülönülő csoport a dolinatavakat (1., 2., 3., 4., 5., 6., 11.) ölelte fel. 
A dolinatavak a só-, a SO4
2-- és a Cl--koncentrációt tekintve nagyon hasonlóak, a többi 
paraméter esetében azonban kisebb-nagyobb eltéréseket mértünk, ami a dendrogramon 
is megmutatkozott a minták közti variabilitásban. Megemlítendő, hogy az 1. tó vizének 
kémiai oxigénigénye többszöröse volt a többinek, ami szerves anyag szennyezésre 
utalhat. 
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4. ábra. A mintavételi helyszínek Bray-Curtis hasonlósági függvény alapján szerkesztett 
UPGMA dendrogramja. 
5.2. A denaturáló gradiens gél elektroforézis eredményei 
A baktérium-specifikus DGGE során kialakult molekuláris ujjlenyomat 
mintázatok és azok összehasonlításán alapuló dendrogramok szemléltetik a különböző 
mintavételi helyek baktériumközösségének a szerkezetét. A vízmintákban (5. ábra) 61, 
az üledékmintákban (6. ábra) 73 egyedi csíkot detektáltam, ami ugyanennyi egymástól 
különböző bázisösszetételű 16S rRNS gén jelenlétére utal. A vízminták egyes 
gélsávjaiban 7-19, az üledékmintákéban 7-22 csík található, ami a domináns 
közösségalkotók megoszlásában csaknem háromszoros különbséget mutat. 
A víz- és üledékminták molekuláris ujjlenyomat mintázatai elsősorban a vizek 
sókoncentrációja és a tavak földrajzi elhelyezkedése szerint csoportosultak. A 
mintavételi helyek vízkémiai paraméterek alapján készült dendrogramjával összhangban 
a kiugróan sós Kunigunda-strand vizének baktériumközössége különül el a leginkább a 
többitől, míg a dolinatavak, illetve az agyagos aljú pocsolyák vizének 
baktériumközösségei külön-külön csoportot képeztek. 
Az egyes vízminták közti hasonlóságok általában nagyobbak voltak (akár 80%-
os), mint az üledékminták között, ami a vízminták esetében a baktériumközösségeknek 
a szél átkeverő hatására a felszín közeli vízrétegben kialakuló homogén eloszlásával is 
magyarázható. Az üledékminták között - még a földrajzilag egymáshoz közel fekvő 
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tavak esetében is - a vízmintákhoz képest sokkal kisebb hasonlóságokat lehetett 
megfigyelni az üledékmintákra általában jellemző nagyobb heterogenitás miatt. 
Az egymás közelében lévő, hasonló sókoncentrációjú idősebb dolinatavak (1. és 
2.) vize, illetve a 3. és a 4. tavak vizének közösségszerkezetei nagyban hasonlítottak 
egymásra. A közel hasonló sókoncentrációjú horgásztó (6.) és fiatal berogyás (11.) 
közösségszerkezetei mindkét esetben egy csoportot alkottak. A horgásztó gélsávjaiban 
mindkét DGGE-ben kevés számú csík jelent meg. A vízminták esetében a kiugróan 
magas sókoncentrációval jellemezhető Kunigunda strand (10.) baktériumközössége 
különbözött a leginkább a többitől. A strand üledékének mintázata azonban a kevésbé 
sós, a sókőzettől agyagos borítással elzárt időszakos vizek üledékeivel (7., 8., 9.) 
mutatott hasonlóságot. A kisebb, agyagos aljú pocsolyák (7., 8., 9.) mindkét 
dendrogramon elkülönültek a többi mintavételi helyszíntől. Ezekben a gélsávokban volt 
a legmagasabb a csíkok száma. Mivel ezekben a vizekben a legalacsonyabb a 
sókoncentráció, valószínűleg többféle kevésbé halotoleráns és halofil baktérium 
népesítheti be ezeket az élőhelyeket. 
A DGGE gélből a domináns, jól elkülönülő csíkokat kivágtam későbbi 
bázissorrend meghatározás céljára. 
 
5. ábra. A 11 aknaszlatinai vízminta DGGE mintázata alapján szerkesztett 
UPGMA dendrogram. 
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6. ábra. A 11 aknaszlatinai üledékminta DGGE mintázata alapján szerkesztett 
UPGMA dendrogram. 
5.3. A tenyésztéses vizsgálatok eredményei 
Előzetes ismereteim és a romániai sós tavak korábbi mikrobiológiai vizsgálata 
alapján a jelen kutatás során a 3%-os sókoncentrációjú Sea Water (SW) táptalajra esett a 
választásom, aminek pH értékét 8-ra módosítottam. A 28°C-os inkubációs 
hőmérsékleten már egy hét után értékelhető számú telep fejlődött ki a csíraszám 
becsléséhez. 
A kifejlődött telepek száma alapján az aknaszlatinai vízmintákban 103-105 
telepképző egységet becsültem milliliterenként, az üledékmintákban pedig 104-106 
telepképző egységet grammonként. A víz- és az üledékminták csíraszám értékei között 
az akár több nagyságrendnyi különbség nem szokatlan. Bár munkám során szintén SW 
táptalajjal dolgoztam, a vízminták esetében a Vörös-tóhoz képest alacsonyabb 
csíraszámot kaptam (BORSODI, A. et al. 2010), a Medve- és Rigó-tóval pedig közel 
azonos értékeket (MÁTHÉ, I. et al. 2014; CROGNALE, S. et al. 2013). ENACHE, M. 
et al. (2008) több romániai hiperszalinikus tóban szintén 105-106 telepképző egységet 
becsültek. 
A különböző morfológiájú telepek közül összesen 148-at izoláltam. Az ARDRA 
során 55-féle különböző hasítási mintázatú csoportot kaptam, amiből eddig 28 
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reprezentáns törzs 16S rRNS gén alapú azonosítására került sor (7. ábra). Az 
aknaszlatinai izolátumok a Proteobacteria (azon belül Alpha-, Beta- és 
Gammaproteobacteria osztályok), a Firmicutes, az Actinobacteria és a Bacteroidetes 
törzsek képviselőivel mutattak nagyfokú (97-100%-os) szekvencia egyezést. 
Számos általam tenyésztésbe vont törzs legközelebbi rokonát az irodalom szerint 
először tengervízből, tengeri üledékből vagy tengeri állatból izolálták (GUERINOT, M. 
L. et al. 1982; HOLMSTRÖM, C. et al. 1998; JEAN, W. D. et al. 2006; KIM, I. G. et al. 
2005; LEE, M. H. et al. 2013; MATSUYAMA, H. et al. 2014; NEDASHKOVSKAYA, 
I. O. et al. 2007; PARK, S. C. et al. 2010; SCHIEWE, H. M.‒TRUST, J. T.‒CROSAW, 
H. J. 1981; XU, X. W. et al. 2008; YOON, J. H. et al. 2004). Ennek megfelelően enyhén 
halofilek (opt. 1-3% NaCl koncentráció), de rendszerint magasabb sókoncentráción is 
képesek növekedni. Ilyen szélsőséges sótoleranciára képesek, pl. a Bacillus 
pakistanensis és az Exiguobacterium aestuarii fajok, melyek optimuma 2% körüli, de 
még 17%-os sókoncentráción is tenyésznek (ROOHI, A. et al. 2014; KIM, I. G. et al. 
2005). Érdekességként említhető, hogy a B. pakistanensis fajt egy az általam 
vizsgálthoz hasonló környezetből, egy pakisztáni sóbányából származó mintából írták le 
(ROOHI, A. et al. 2014). Az aknaszlatinai törzsek között három mérsékelten halofil faj 
képviselőjét is azonosítottam. A Marinobacter lipolyticus, a Marinobacter pelagius és a 
Bacillus hwajinpoensis optimális növekedést rendre 7,5%, 5% és 2-5% koncentráción 
mutatnak, de a 15-19% sókoncentrációt is tolerálják (MARTÍN, S. et al. 2003; XU, X. 
W. et al. 2008; YOON, J. H. et al. 2004). Az utóbbi két faj és a Pseudoalteromonas 
tunicata faj képviselői kizárólag NaCl jelenlétében képesek szaporodni 
(HOLMSTRÖM, C. et al. 1998). Az aknaszlatinai törzsekkel legnagyobb szekvencia 
egyezést mutató négy baktérumfajt: Pseudoalteromonas tunicata (HOLMSTRÖM, C. et 
al. 1998), Vibrio ordalii (SCHIEWE, H. M.‒TRUST, J. T.‒CROSAW, H. J. 1981), 
Vibrio diazotrophicus (GUERINOT, M. L. et al. 1982), Arenibacter echinorum (; 
NEDASHKOVSKAYA, I. O. et al. 2007) először valamilyen tengeri állat 
kórokozójaként vagy intesztinális partnereként írták le. A legkisebb (96,98%-os) 
szekvencia egyezést a 11U2 törzs szekvenciája mutatta a Parapusillimonas granuli faj 
(KIM, Y. J. et al. 2010) típustörzsével. 
A legnagyobb sókoncentrációjú Kunigunda strand (10.) üledékéből izolált 
törzseket (10U4, 10U5) a mérsékelten halofil, széles sótoleranciájú Bacillus 
hwajinpoensis és Marinobacter pelagius fajok képviselőiként azonosítottam. A 
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víztestből ezzel szemben a Fictibacillus barbaricus fajjal egyező törzset (10V4) 
izoláltam, ami 2%-os NaCl koncentráción is csak gyenge növekedést mutat (TÄUBEL, 
M. et al. 2003). 
A viszonylag új mezoszalinikus dolinatavakból (1-5.) izolált baktériumtörzsek 
elsősorban enyhén halofil baktériumfajok (pl. Bacillus pakistanensis, Bowmanella 
denitrificans, Pseudoalteromonas tunicata, Pseudoalteromonas shioyasakiensis, 
Pseudorhodobacter wandonensis, Vibrio diazotrophicus) közeli rokonai, melyek 
többsége a Gammaproteobacteria osztályba tartozik. 
A 7. számú kis pocsolyából, ami az egyik legkevésbé sós mintavételi hely, olyan 
szervezeteket izoláltam, melyek a legközelebbi rokonságot enyhén halofil, de akár 5, 9, 
17 % sókoncentrációt is toleráló fajokkal, pl. Exiguobacterium aestuarii (KIM, I. G. et 
al. 2005), Pseudomonas toyotomiensis (HIROTA, K. et al. 2011), Knoellia locipacati 
(SHIN, N. R. et al. 2012) mutatták. 
A romániai sós tavakból tenyésztéssel vagy molekuláris biológiai módszerekkel 
kimutatott fajok és az általam az aknaszlatinai sós tavakból izolált törzsek faji szinten 
kis átfedést mutatnak egymással. Egyezést eddig csak a Vörös- és Rigó-tóval találtam 
(Marinobacter pelagius, Bacillus hwajinpoensis, Bacillus vietnamiensis, Planococcus 
rifietoensis), ezek filogenetikai rokonságát egy közös dendrogramon ábrázoltam 
(7. ábra). Ugyanakkor mind a romániai, mind az aknaszlatinai sós tavakban 
előfordultak a Pseudoalteromonas, az Idiomarina, a Vibrio, a Marinobacter, a Bacillus, 
az Exiguobacterium és a Planococcus nemzetség képviselői. 
Az aknaszlatinai és a romániai minták között a legnagyobb eltérés az volt, hogy 
egyik aknaszlatinai tóból sem izoláltam Halomonas fajokat, holott azok a Medve-, a 
Vörös- és a Rigó-tó mindegyikében nagy számban voltak jelen. Az aknaszlatinai 
Kunigunda strand vizének magas NaCl tartalma alapján feltételezhető volt, hogy 
legalább ebben a tóban előfordul a Halomonas nemzetség valamely mérsékelten halofil 
vagy extrém halofil képviselője. Az ellentmondásra egyfelől az lehet a magyarázat, 
hogy nem azonosítottuk még az összes ARDRA csoport reprezentánsát. Másrészt, a 
romániai tavak vizsgálatakor használt táptalajok sokkal nagyobb százalékban (akár 
25%) tartalmaztak sót, illetve azokban a vizsgálatokban kifejezetten Halomonas 
specifikus táptalajt (80 g NaCl) is alkalmaztak. Az általam használt SW táptalaj 
sókoncentrációja (3%) az előzőknél alacsonyabb volt.  
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7. ábra. Az aknaszlatinai reprezentáns baktériumtörzsek és a velük legnagyobb 
szekvencia egyezést mutató baktériumfajok típustörzseinek- továbbá a romániai sós 
tavakkal megegyező baktérumfajok törzseinek (szürke)- neighbor-joining módszerrel 
készült filogenetikai fája. 
23 
 
Következtetésként levonható, hogy többféle típusú és különböző sókoncentrációjú 
táptalajt használva kiküszöbölhető a táptalajok egyes szervezetekre nézve szelektív 
hatása, emiatt sokkal több faj tenyészthető ki. Céljaim között szerepel az aknaszlatinai 
minták további vizsgálata ennek tükrében, illetve egy sótolerancia teszt elvégzése. 
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